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(54) Title: METHOD TOR INHIBITING Tin- EXPRESSION OF A TARGET GENE AND MEDICAMENT FOR TREATING A 
TUMOR DISEASE 

(54) Bezeichnung: VERFAIIREN ZUR I IEMMUNG DER EXPRESSION LINES ZIELGENS UND MEDIKAMENT ZUR TIIE- 
RAPIH EINER TUMORERKRANKUNG 

(57) Abstract: The invention relates to a method for inhibiting an expression of at least one target gene that impedes or prevents the 
apoptosis of a tumor cell, whereby at least one double-stranded ribonucleic acid (dsRNA) is introduced into the tumor cell whose 
strand SI has a region, which is complementary to the target gene at least in areas and which i s comprised of fewer than 25 consecutive 
nucleotides. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung beirifft cin Verfahren zur Hemmung einer die Apoptose einer Tumorzelle hemmenden 
odcr vcrhindcrnden Expression mindestens cincs Zielgens, wobei mindestens eine doppclstrangige Ribonuklcinsaure (dsRNA) in 
die Tumorzelle eingefuhrt wird, dcren einer Strang SI einen zum Ziclgen zumindest abschnittsweise komplementaren aus weniger 
als 25 aufeinanderfolgendcn Nukleotiden bestehenden Bereich aufweist. 
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Verfahren zur Heznraung der Expression eines Zielgens und Medi- 
kament zur Therapie einer Tuxnorerkrankung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Hemmung der Expres- 
sion mindestens eines Zielgens in einer Zelle sowie ein Medi- 
kament zur Therapie einer Tumorerkrankung . 

Aus der WO 99/32619 ist ein Verfahren zur Hemmung der Expres- 
sion eines Zielgens mittels einem doppelstr&ngigen Oligoribo- 
nukleotid bekannt. Das bekannte Verfahren zielt auf die Hem- 
mung der Expression von Genen in Zellen von Invertebraten ab. 
Dazu ist es erforderlich, daft das doppelstr&ngige Oligoribo- 
nukleotid eine zum Zielgen identische Sequenz mit einer Lange 
von mindestens 25 Basen aufweist. 

Ein Verfahren zur Hemmung der Expression eines Zielgens in 
einer Zelle sowie ein Medikament sind aus der WO 00/44895 be- 
kannt. Bei dem Verfahren wird ein Oligoribonukleotid mit dop- 
pelstr&ngiger Struktur (dsRNA) in die Zelle eingefuhrt. Ein 
Strang der dsRNA weist einen zum Zielgen zumindest ab- 
schnittsweise komplement&ren aus hochstens 49 auf einanderf ol- 
genden Nukleotidpaaren bestehenden Bereich auf. Das Medika- 
ment enth&lt mindestens eine dsRNA zur Hemmung der Expression 
eines vorgegebenen Zielgens, wobei ein Strang der dsRNA zum 
Zielgen zumindest abschnittsweise komplementar ist. 

Aus Gautschi 0. et al. (2001), J Natl Cancer Inst 93, Seiten 
463 bis 471 ist es bekannt, da£ eine erhShte Expression der 
anti-apoptotisch wirkenden Proteine Bcl-2 und Bcl-xL an der 
Entwicklung und dem Fortschreiten vieler Tumore beteiligt 
ist. in Nacktmausen erzeugte in vivo-Daten belegen, da& mit 
einer kombinierten Behandlung mit gegen die Expression von 
Bcl-2- und Bcl-xL-Genen gerichteten einzelstr&ngigen Anti- 
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sinn-Oligonukleotiden ein Wachstum von Tumoren urn etwa 50 bis 
60% verringert werden konnte. Dazu war eine Behandlung mit 20 
mg Oligonukleotiden pro Kilogramm KSrpergewicht und Tag er- 
forderlich. Durch diese groSe Menge erf orderlicher Oligonu- 
5 kleotide ist die Behandlung verh&ltnismSSig teuer. Dariiber 
hinaus konnen die eingesetzten einzelstr&ngigen Oligonukleo- 
tide schnell im Serum abgebaut werden. Die hohe Oligonukleo- 
tidmenge ist erf orderlich, weil ein Antisinn-Oligonukleotid 
letztendlich in einer Menge in Zielzellen eingebracht werden 
10 muS, die mindestens genauso groS ist wie die Menge der dort 
vorhandenen mRNA des Zielgens. Mit dem Verfahren wurde ledig- 
lich eine Verringerung des Wachstums, nicht jedoch eine Ruck- 
bildung der Tumore erreicht, 

15 Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile nach 
dem Stand der Technik zu beseitigen. Es soil insbesondere ein 
Verfahren und ein Medikament angegeben werden, mit dem die 
Vermehrung von Tumorzellen effektiv und kostengiinstig gehemmt 
werden kann. 

20 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspriiche 1 und 13 
gelost. Vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben sich aus den An- 
spriiche 2 bis 12 und 14 bis 26, 

25 Nach MaSgabe der Erfindung ist ein Verfahren zur Hemmung ei- 
ner die Apoptose einer Tumor zelle hemmenden oder verhindern- 
den Expression mindestens eines Zielgens vorgesehen, wobei 
mindestens eine doppelstrangige Ribonukleins&ure (dsRNA) in 
die Tumorzelle eingefiihrt wird, deren einer Strang SI einen 

30 zum Zielgen zumindest abschnittsweise komplement&ren, aus we- 
niger als 25 auf einanderf olgenden Nukleotiden bestehenden Be- 
reich aufweist. Unter dem "Zielgen" wird der DNA-Strang der 
doppelstr&ngigen DNA in der Tumorzelle verstanden, welcher 
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komplement&r zu einem bei der Transkription als Matrize die- 
nenden DNA-Strang einschlieSlich aller transkribierten Berei- 
che ist. Bei dem Zielgen handelt es sich also im allgemeinen 
um den Sinn-Strang. Der Strang SI kann somit komplementar zu 
5 einem bei der Expression des Zielgens gebildeten RNA- 
Transkript oder dessen Prozessierungsprodukt, wie z.B. einer 
mRNA, sein. Eine dsRNA liegt vor, wenn die aus einem oder 
zwei RibonukleinscLure-Str&ngen bestehende Ribonukleinsaure 
eine doppelstr&ngige Struktur aufweist. Nicht alle Nukleotide 

10 der dsRNA miissen Watson-Crick-Basenpaarungen aufweisen. Ins- 
besondere einzelne nicht komplementare Basenpaare beeintr&ch- 
tigen das Verfahren kaum oder gar nicht. Die maximal mogliche 
Zahl der Basenpaare ist die Zahl der Nukleotide in dem kiirze- 
sten in der dsRNA enthaltenen Strang. Unter "eingeftihrt wer- 

15 den" wird das Aufnehmen in die Zelle verstanden. Das Aufneh- 
men kann durch die Zelle selbst erfolgen. Es kann aber auch 
durch Hilfsstoffe oder Hilfsmittel vermittelt werden. 

Es hat sich uberraschenderweise gezeigt, daft mit diesem Ver- 
20 fahren die Vermehrung von Tumorzellen mit einer erheblich ge- 
ringeren Menge an Oligoribonukleotiden gehemmt werden kann, 
als Oligonukleotide zum Erzielen eines vergleichbaren Ergeb- 
nisses bei der herk5mmlichen Antisinn-Technik erforderlich 
sind. Dariiber hinaus ist es mit dem erf indungsgemaSen Verfah- 
25 ren moglich, in einer Population von Tumorzellen in einem 
solchen Ausmafi Apoptosen auszulosen, dafi nicht nur das Wachs- 
turn der Population, sondern die Gesamtzahl der Tumorzellen 
verringert wird. Bei Durchfuhrung des Verfahrens mit norma- 
len, d.h. nicht transformierten, Zellen bewirkt das Verfahren 
3 0 gegenuber einem mit einer Kontroll-dsRNA durchgefiihrten Ver- 
fahren keine signifikante Erhohung der Apoptoserate. Die Kon- 
troll-dsRNA ist eine dsRNA, welche keinen zu einem in den 
Zellen vorkommenden Gen komplementar en Strang aufweist. 
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Als besonders vorteilhaft hat es sich erwiesen, wenn zumin- 
dest ein Ende der dsRNA einen aus 1 bis 4, insbesondere 2 
oder 3, Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen Oberhang auf- 
5 weist. Eine solche dsRNA weist gegeniiber einer dsRNA ohne 
einzelstrangige ttberhange an iuindestens einem Ende eine bes- 
sere Wirksamkeit bei der Hemmung der Expression des Zielgens 
auf . Ein Ende ist dabei ein Bereich der dsRNA, in welchem ein 
5'- und ein 3 ' -Strangende vorliegen. Eine nur aus dem Strang 
10 SI bestehende dsRNA weist demnach eine Schleif enstruktur und 
nur ein Ende auf, Eine aus dem Strang SI und einem Strang S2 
gebildete dsRNA weist zwei Enden auf. Ein Ende wird dabei je- 
weils von einem auf dem Strang SI und einem auf dem Strang S2 
liegenden Strangende gebildet. 

15 

Vorzugsweise befindet sich der einzelstrangige Oberhang am 
3' -Ende des Strangs SI. Diese Lokalisation des einzelstrangi- 
gen Uberhangs fiihrt zu einer weiteren Steigerung der Effizi- 
enz des Verfahrens. In einem Ausfuhrungsbeispiel weist die 

20 dsRNA nur an einem, insbesondere dem am 3' -Ende des Strangs 
SI gelegenen, Ende einen einzelstrangigen tiberhang auf. Das 
andere Ende ist bei einer zwei Enden aufweisenden dsRNA 
glatt, d.h. ohne ttberh&nge, ausgebildet . Eine solche dsRNA 
hat sich sowohl in verschiedenen Zellkulturmedien als auch in 

25 Blutserum als besonders bestandig erwiesen. 

Der komplementare Bereich der dsRNA kann 19 bis 24, vorzugs- 
weise 21 bis 23, insbesondere 22, Nukleotide aufweisen. Eine 
dsRNA mit dieser Struktur ist besonders effizient in der In- 
30 hibition des Zielgens. Der Strang SI der dsRNA kann weniger 
als 30, vorzugsweise weniger als 25, besonders vorzugsweise 
21 bis 24, Nukleotide aufweisen. Die Zahl dieser Nukleotide 
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ist zugleich die Zahl der in der dsRNA maximal moglichen Ba- 
senpaare. 

Mindestens ein Ende der dsRNA kann modifiziert werden, um ei- 
nem Abbau in der Tumorzelle oder einer Dissoziation der dop- 
pelstrangigen Struktur entgegenzuwirken. Weiterhin kann der 
durch komplement&re Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt der 
doppelstr&ngigen Struktur durch mindestens eine, vorzugsweise 
zwei, weitere chemische Verkniipfung/en erhttht werden. Die 
chemische Verkntipfung kann durch eine kovalente oder ionische 
Bindung, eine Wasserstof fbriickenbindung, hydrophobe Wechsel- 
wirkungen, vorzugsweise van-der-Waals- oder Stapelungswech- 
selwirkungen, oder durch Metall-Ionenkoordination gebildet 
werden, Sie kann auch durch in der doppelstrangigen Struktur 
ans telle von Purinen benutzten Purinanaloga gebildet werden. 

In einer bevorzugten Ausgestaltung des Verfahrens ist das 
Zielgen mindestens ein Gen der Bcl-2-Familie, insbesondere 
Bcl-2, Bcl-w oder Bcl-xL. Es ist auch moglich, daS mehrere 
Gene Zielgene sind. So konnen sowohl Bcl-2 als auch Bcl-xL 
Zielgene sein. Die Hemmung der Gene der Bcl-2-Familie ist be- 
sonders gunstig, weil deren verstarkte Expression mit der 
Entwicklung und der Vermehrung vieler Tumorzellen in Zusam- 
menhang steht. Die Hemmung mehrerer Zielgene ist vorteilhaft, 
weil es Tumorzellen gibt, welche mehrere anti-apoptotisch 
wirkende Gene exprimieren. 

Vorzugsweise besteht die dsRNA aus einem Strang S2 mit der 
Sequenz SEQ ID NO: 1 und dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID 
NO: 2 oder einem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 3 und 
dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 gemafc dem anlie- 
genden Sequenzprotokoll . Eine solche dsRNA ist in der Hemmung 
der Expression des Zielgens Bcl-2 besonders wirksam. Bei der 
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Tumorzelle kann es sich urn eine Pankreaskarzinomzelle han- 
deln. Zum Einbringen der dsRNA in die Tumorzelle kann eine 
die dsRNA umschlieSende micellare Struktur, vorzugsweise ein 
Liposom, oder ein die dsRNA umschliefcendes Kapsid verwendet 
5 werden. Das Kapsid kann insbesondere ein virales naturliches 
Kapsid oder ein auf chemischem oder enzymatischem Weg herge- 
stelltes kunstliches Kapsid oder eine davon abgeleitete 
Struktur sein. 

10 Weiterhin betrifft die Erfindung ein Medikament zur Therapie 
einer Tumorerkrankung, das mindestens eine doppelstrangige 
RibonukleinsSure (dsRNA) zur Hemmung einer Expression minde- 
stens eines Zielgens enthait, wobei ein Strang SI der dsRNA 
einen zum Zielgen zumindest abschnittsweise komplementaren 

15 aus weniger als 25 auf einanderf olgenden Nukleotiden bestehen- 
den Bereich aufweist. Das Zielgen ist dabei ein Gen, dessen 
Expression eine Apoptose von Tumorzellen hemmt oder verhin- 
dert. Das Medikament ist so zu dosieren, dafi die Hemmung der 
Expression mindestens eines Zielgens erreicht werden kann. 

20 Uberraschenderweise hat sich gezeigt, daS ein solches Medika- 
ment dazu sehr niedrig dosiert eingesetzt werden kann. Eine 
Dosierung von 5 mg dsRNA pro Kilogramm Korpergewicht und Tag 
sind ausreichend, um in den Tumorzellen eine Hemmung oder 
vollstandige Unterdruckung der Expression des Zielgens zu er- 

25 reichen. Bei einer solch niedrigen Dosierung werden Nebenwir- 
kungen weitgehend ausgeschlossen. 

Vorzugsweise weist zumindest ein Ende der dsRNA einen aus 1 
bis 4, insbesondere 2 oder 3, Nukleotiden gebildeten einzel- 
30 str£ngigen Uberhang auf. Der einzelstr£ngige Oberhang kann 
sich am 3 '-Ende des Strangs SI befinden. Besonders bevorzugt 
weist die dsRNA nur an einem, insbesondere dem am 3 ' -Ende des 
Strangs SI gelegenen, Ende einen einzelstrangigen Uberhang 
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auf. Es hat sich herausgestellt, dafi eine solche dsRNA im 
Korper besonders bestandig ist. Sie wird in Blut langsamer 
abgebaut bzw. ausgeschieden als eine dsRNA mit einzelstr&ngi- 
gen Oberh&ngen an beiden Enden. Dadurch ist eine niedrige Do- 
5 sierung moglich. 

Der komplement&re Bereich kann 19 bis 24, bevorzugt 21 bis 
23, insbesondere 22, Nukleotide aufweisen. Der Strang SI kann 
weniger als 30, vorzugsweise weniger als 25, besonders vor- 

10 zugsweise 21 bis 24, Nukleotide aufweisen. Bei einer Ausfiih- 
rungsform ist mindestens ein Ende der dsRNA modifiziert, um 
einem Abbau in den Tumorzellen oder einer Dissoziation entge- 
genzuwirken. Der durch komplementSre Nukleotidpaare bewirkte 
Zusammenhalt der doppelstr&ngigen Struktur kann durch minde- 

15 stens eine, vorzugsweise zwei, weitere chemische Verkniip-.* 
fung/en erhOht sein. 

Das Zielgen ist vorzugsweise mindestens ein Gen der Bcl-2- 
Familie, insbesondere Bcl-2, Bcl-w oder Bcl-xL. Besonders ef- 
20 fizient ist ein Medikament, welches eine sowohl fur das Ziel- 
gen Bcl-2 als auch ftir das Zielgen Bcl-xL spezifische dsRNA 
aufweist. 

Die dsRNA kann aus einem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 
25 1 und dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 oder einem 
Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 3 und dem Strang SI mit 
der Sequenz SEQ ID NO: 4 gem£& dem anliegenden Sequenzproto- 
koll bestehen. Die mit dem Medikament zu behandelnde Tumorer- 
krankung kann ein Pankreaskarzinom sein. Fur das Pankreaskar- 
3 0 zinom existiert bislang keine ausreichend erfolgreiche Thera- 
pie. Die 5-Jahres tiberlebensrate liegt bei circa 3% und ist 
die niedrigste aller Karzinome. Die dsRNA kann in dem Medika- 
ment in einer Losung oder von einer micellaren Struktur, vor- 
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zugsweise einem Liposom, Oder einem Kapsid umschlossen vor- 
liegen. Eine micellare Struktur oder ein Kapsid kann die Auf- 
nahme der dsRNA in die Tumorzellen erleichtern. Das Medika- 
ment kann eine Zubereitung aufweisen, die zur Inhalation, 
5 oralen Aufnahme oder Injektion, insbesondere zur intravenGsen 
oder intraperitonealen Injektion oder zur Injektion direkt in 
ein Tumorgewebe, geeignet ist. Eine zur Inhalation oder In- 
jektion geeignete Zubereitung kann im einfachsten Fall aus 
einem physiologisch vertrclglichen Puffer, insbesondere einer 

10 phosphatgepuf f erten Salzldsung, und der dsRNA bestehen. Es 
hat sich n&mlich iiberraschenderweise herausgestellt , dag eine 
lediglich in einem solchen Puffer gelost dsRNA von den Tumor- 
zellen aufgenommen wird und die Expression des Zielgens 
hemmt, ohne dafi die dsRNA dazu in ein besonderes Vehikel ver~ 

15 packt werden mufi. 

Nachfolgend werden anhand der Figuren Beispiele der Erfindung 
erlSutert. Es zeigen: 

20 Fig. 1 die prozentuale Apoptoserate von humanen Pankreas- 

karzinomzellen YAP C 120 Stunden nach Transfektion 
mit einer zu einer ersten Sequenz aus dem humanen 
Bcl-2-Gen komplementSren dsRNA 1, 

25 Fig. 2 die prozentuale Apoptoserate der YAP C-Zellen 120 

Stunden nach Transfektion mit einer zu einer zwei- 
ten Sequenz aus dem humanen Bel- 2 -Gen komplement&- 
ren dsRNA 2 und 



30 Fig. 3 die prozentuale Apoptoserate von YAP C-Zellen 120 

Stunden nach Transfektion mit einer zu 'einer Se- 
quenz aus dem Noemycin-Resistenzgen komplementciren 
dsRNA 3. 



4. 
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Zellen der humanen Pankreaskarzinomzellinie YAP C, welche un- 
ter der Nr. ACC 382 von der Deutschen Sammlung von Mikroorga- 
nismen und Zellkulturen, Braunschweig bezogen werden ktfnnen, 
5 wurden unter konstanten Bedingungen bei 37 °C, 5% CO2 in RPMI 
1640-Medium (Fa. Biochrom, Berlin) mit 10% fdtalem K&lberse- 
rum (FKS) und 1% Penicillin/Streptomycin kultiviert. Humane 
Hautf ibroblasten wurden unter den gleichen Bedingungen in 
Dulbecco's MEM mit 10% FKS und 1% Penicillin/Streptomycin 
10 kultiviert. 

Die fur Transf ektionen eingesetzten doppelstr&ngigen Oligori- 
bonukleotide weisen folgende, im Sequenzprotokoll mit SEQ ID 
N0:1 bis SEQ ID N0:6 bezeichneten, Sequenzen auf: 

dsRNA 1, welche zu einer ersten Sequenz aus dem humanen Bcl- 
2-Gen komplementar ist: 

S2: 5'- cag gac cue gee gcu gca gac c-3 ' (SEQ ID NO: 1) 
20 SI: 3' -eg guc cug gag egg cga cgu cug g-5' (SEQ ID NO: 2) 

dsRNA 2, welche zu einer zweiten Sequenz aus dem humanen Bcl- 
2-Gen komplementar ist: 

25 S2: 5'- g ecu uug ugg aac ugu acg gcc-3' (SEQ ID NO: 3) 
SI: 3'-uac gga aac acc uug aca ugc egg- 5* (SEQ ID NO: 4) 

dsRNA 3, welche zu einer Sequenz aus dem Neomycin-Resistenz- 
Gen komplementar ist: 

30 

S2: 5'- c aag gau gag gau cgu uuc gca- 3' (SEQ ID NO: 5) 
SI: 3 ' -ucu guc cua cue cua gca aag eg -5' (SEQ ID NO: 6) 
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Die Trans fektionen wurden in einer 6-Well-Platte mit Oligo- 
fectamine (Fa. Invitrogen, Karlsruhe) durchgef iihrt . Pro Well 
wurden 250.000 Zellen ausgesetzt. Die Transfektion der dop- 
pelstrangigen Oligoribonukleotide wurde nach dem von Invitro- 
5 gen fur Oligofectamine empfohlenen Protokoll durchgefuhrt 
(Angaben beziehen sich auf 1 Well einer 6-Well-Platte) : 

10 Hi des doppelstrangigen Oligoribonukleotids (0,1 - 10 HM) 
wurden mit 175 JJ.1 Zellkulturmedium ohne Zus&tze verdiinnt. 3 

10 \xl Oligofectamine wurden mit 12 \il Zellkulturmedium ohne Zu- 
satze verdiinnt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Das so verdunnte Oligofectamine wurde zu den bereits verdunn- 
ten doppelstrangigen Oligoribonukleotiden gegeben, gemischt 
und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit 

15 wurden die zu transf izierenden Zellen einmal mit Zellkultur- 
medium ohne ZusStze gewaschen und 800 \il frisches Zellkultur- 
medium zugegeben. Danach wurden pro Well 200 ill des beschrie- 
benen Oligof ectamine-dsRNA-Gemisches zugegeben, so daS das 
Endvolumen fur die Transfektion 1000 ^1 betrug. Hierdurch er- 

20 gibt sich eine Endkonzentration der doppelstrangigen Oligori- 
bonukleotide von 1-100 |iM. Der Transf ektionsansatz wurde vier 

Stunden bei 37°C bebriitet. Danach wurden pro Well 500 fil 
Zellkulturmedium mit 30% FKS zugegeben, so dafi die Endkonzen- 
tration an FKS 10% betrug. Dieser Ansatz wurde fiir 120 Stun- 
25 den bei 37 °C inkubiert. 

Nach der Inkubation wurden die Uberstande gesammelt, die Zel- 
len mit phosphatgepuff erter Salzl6sung (PBS) gewaschen, mit- 
tels Trypsin abgelSst und 10 Minuten mit 100 g zentrifugiert . 
30 Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit hypotoner 
Propidiumjodidl6sung 30 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. 
Die Analyse erfolgte durchf lufczytometrisch in dem Fluores- 
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zenz-unterstiitzten Zellsortierer FACSCalibur (Fa. BD GmbH, 
Heidelberg) . 

Die doppelstrangigen Oligoribonukleotide dsRNA 1 und dsRNA 2 
verringern die durch Bcl-2 vermittelte Hemmung der Apoptose 
in den untersuchten humanen Pankreaskarzinomzellen. Zur Aus- 
lSsung bzw. Einleitung der Apoptose ist keine zus&tzliche 
Stimulation der Apoptose erforderlich. Die Apoptoserate stieg 
in Abhangigkeit von der Inkubationszeit an. Fig. 1 zeigt das 
mit der dsRNA 1 und Fig. 2 das mit der dsRNA 2 erzielte Er- 
gebnis. Wahrend unbehandelte YAP OKontrollzellen und Zellen, 
mit welchen das beschriebene Verfahren zur Transfektion ohne 
doppelstrangiges Oligoribonukleotid durchgefuhrt wurde (mock- 
transf izierte Zellen), nur 3,8% und 7,1% Apoptose nach 120 
Stunden Inkubation aufwiesen, konnte durch Transfektion mit 
100 nM dsRNA die Apoptoserate nach 120 Stunden auf 37,2% bei 
Transfektion mit dsRNA 1 und 28,9% bei Transfektion mit dsRNA 
2 gesteigert werden. Die Kontrolltransfektion mit der dsRNA 3 
fiihrte zu einer maximalen Apoptoserate von 13,5%. Das stellt 
keine signifikante Steigerung gegeniiber den mocktransf izier- 
ten Zellen dar und belegt die Sequenzspezif it&t der Wirkung 
der dsRNAs 1 und 2 . 

Zur Kontrolle wurden auch Hautf ibroblasten als nicht trans- 
formierte Zellen mit den dsRNAs 1 und 2 transf iziert - Diese 
Zellen zeigten nach 120 Stunden keinen signif ikantes Anstei- 
gen der Apoptoserate. 
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Paten tanspruche 

1. Verfahren zur Hemmung einer die Apoptose einer Tumorzelle 
hemmenden oder verhindernden Expression mindestens eines 
Zielgens, wobei mindestens eine doppelstr&ngige Ribonu- 
kleinsSure (dsRNA) in die Tumorzelle eingefuhrt wird, de- 
ren einer Strang Si einen zum Zielgen zumindest ab~ 
schnittsweise komplement£ren aus weniger als 25 aufeinan- 
derfolgenden Nukleotiden bestehenden Bereich aufweist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei zumindest ein Ende der 
dsRNA einen aus 1 bis 4, insbesondere 2 oder 3, Nukleoti- 
den gebildeten einzelstr&ngigen Uberhang aufweist. 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
sich der einzelstrangige Uberhang am 3 • -Ende des Strangs 
SI befindet. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die dsRNA nur an einem, insbesondere dem am 3 1 -Ende des 
Strangs SI gelegenen, Ende einen einzelstrangigen t)ber- 
hang aufweist. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
der komplement&re Bereich der dsRNA 19 bis 24, bevorzugt 
21 bis 23, insbesondere 22, Nukleotide aufweist. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
der Strang SI weniger als 30, vorzugsweise weniger als 
25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, Nukleotide auf- 
weist . 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
mindestens ein Ende der dsRNA modifiziert wird, um einem 
Abbau in der Tumorzelle oder einer Dissoziation entgegen- 
zuwirken. 
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8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
der durch komplementare Nukleotidpaare bewirkte Zusammen- 
halt der dsRNA durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, 
weitere chemische Verknupfung/en erhoht wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
das Zielgen mindestens ein Gen der Bcl-2-Familie, insbe- 
sondere Bcl-2, Bcl-w oder Bcl-xL, ist oder sowohl Bcl-2 
als auch Bcl-xL Zielgene sind. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die dsRNA aus einem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 
1 und dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 oder ei- 
nem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 3 und dem Strang 
SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 gem&ft dem anliegenden Se- 
quenzprotokoll besteht. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die Tumorzelle eine Pankreaskarzinomzelle ist. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die dsRNA mittels einer die dsRNA umschlieSenden micella- 
ren Struktur, vorzugsweise einem Liposom, oder eines die 
dsRNA umschliefienden Kapsids, in die Tumorzelle einge- 
bracht wird. 

13 . Medikeunent zur Therapie einer Tumorerkrankung enthaltend 
mindestens eine doppelstr&ngige Ribonukleins&ure (dsRNA) 
zur Hemmung einer die Apoptose von Tumorzellen hemmenden 
oder verhindernden Expression mindestens eines Zielgens, 
wobei ein Strang SI der dsRNA einen zum Zielgen zumindest 
abschnittsweise komplementaren aus weniger als 25 aufein- 
anderfolgenden Nukleotiden bestehenden Bereich aufweist. 
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14. Medikament nach Anspruch 13, wobei zumindest ein Ende der 
dsRNA einen aus 1 bis 4, insbesondere 2 Oder 3, Nukleoti- 
den gebildeten einzelstr&ngigen Uberhang aufweist. 

15. Medikament nach Anspruch 13 oder 14, wobei sich der ein- 
zelstrangige Uberhang am 3' -Ende des Strangs SI befindet. 

16. Medikament nach einem der Anspriiche 13 bis 15, wobei die 
dsRNA nur an einem, insbesondere dem am 3 ' -Ende des 
Strangs SI gelegenen, Ende einen einzelstr&ngigen tiber- 
hang aufweist. 

17 . Medikament nach einem der Anspriiche 13 bis 16, wobei der 
komplement&re Bereich 19 bis 24, bevorzugt 21 bis 23, 
insbesondere 22, Nukleotide aufweist. 

18. Medikament nach einem der Anspriiche 13 bis 17, wobei der 
Strang SI weniger als 30, vorzugsweise weniger als 25, 
besonders vorzugsweise 21 bis 24, Nukleotide aufweist. 

19 . Medikament nach einem der Anspriiche 13 bis 18, wobei min- 
destens ein Ende der dsRNA modifiziert ist, urn einem Ab- 
bau in den Tumorzellen oder einer Dissoziation entgegen- 
zuwirken. 

20. Medikament nach einem der Anspriiche 13 bis 19, wobei der 
durch komplementare Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt 
der dsRNA durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, wei- 
tere chemische Verkniipfung/en erh5ht ist. 

21 . Medikament nach einem der Anspriiche 13 bis 20, wobei das 
Zielgen mindestens ein Gen der Bcl-2-Familie, insbesonde- 
re Bcl-2, Bcl-w oder Bcl-xL, ist oder sowohl Bcl-2 als 
auch Bcl-xL Zielgene sind. 
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22 . Medikament nach einem der Anspriiche 13 bis 21, wobei die 
dsRNA aus einem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 
und dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 Oder einem 
Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 3 und dem Strang SI 
mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 gem&S dem anliegenden Se- 
quenzprotokoll besteht. 

23 . Medikament nach einem der Anspriiche 13 bis 22, wobei die 
Tumorerkrankung ein Pankreaskarzinom ist. 

24. Medikament nach einem der Anspriiche 13 bis 23, wobei die 
dsRNA in dem Medikament in einer Losung oder von einer 
micellaren Struktur, vorzugsweise einem Liposom, oder ei- 
nem Kapsid umschlossen vorliegt. 

25. Medikament nach einem der Anspriiche 13 bis 24, wobei das. 
Medikament eine Zubereitung aufweist, die zur Inhalation, 
oralen Aufnahme oder Injektion, insbesondere zur intrave- 
nosen oder intraperitonealen Injektion oder zur Injektion 
direkt in ein Tumorgewebe, geeignet ist. 

26. Medikament nach Anspruch 25, wobei die Zubereitung aus 
einem physiologisch vertraglichen Puffer, insbesondere 
einer phosphatgepuf ferten Salzlosung, und der dsRNA be- 
steht. 
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SEQUENZ PROTOKOLL 
<110> Ribophanna AG 
<12 0> Tumonnedikanient 
<130> 412012GA 



<140> 
10 <141> 



<160> 6 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 22 
<212> RNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: Sinn-Strang 
einer zu einer Sequenz des humanen Bel- 2 -Gens 
komplementaren dsRNA 

<400> 1 

caggaccucg ccgcugcaga cc 22 



30 <210> 2 
<211> 24 
<212> RNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
35 <220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: 

Antisinn-Strang einer zu einer Sequenz des humanen 
Bel -2 -Gens komplementaren dsRNA 

40 <400> 2 

ggucugcagc ggegagguce uggc 24 



<210> 3 
45 <211> 22 
<212> RNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

50 <223> Beschreibung der Xunstlichen Sequen2: Sinn-Strang 

einer zu einer Sequenz des humanen Bel -2 -Gens 
komplementaren dsRNA 

<400> 3 

55 gecuuugugg aacuguaegg cc 22 

<210> 4 

<211> 24 

60 <212> RNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz; 

Ant is inn -Strang einer zu einer Sequenz des humanen 
Bcl-2-Gens komplementfiren dsRNA. 

<400> 4 

ggccguacag uuccacaaag gcau 24 



<210> 5 
<211> 22 
<212> RNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Sinn-Strang 
einer zu einer Sequenz des Neomycin-Resistenzgens 
komplementaren dsRNA 

<400> 5 

caaggaugag gaucguuucg ca 22 



25 <21Q> 6 
<211> 23 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
30 <220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 

Antisinn-Strang einer zu einer Sequenz des 
Neomycin-Resistenzgens komplementaxen dsRNA 

35 <400> 6 

gcgaaacgau ccucauccug ucu 23 



